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　　　　　　　は　じ　め　に
　哺乳類の内分泌器官におけるステロイドホルモ
ンの生合成は，すべて炭素数27からなるコレステ
ロールを出発原料として行なわれる．炭素数27の
活性型ビタミンD3，炭素数21の黄体ホルモンや，
鉱質と糖質のコルチコイドに分類される副腎皮質
ホルモン，テストステロンに代表される炭素数19
の男性ホルモン，炭素数18のエストラジオールに
代表される卵胞ホルモソなど，その数およびその
生理作用においても多岐にわたる．これらのステ
ロイドホルモンは数多くの生合成酵素によって一
定の順序で行なわれているのである．
　これらの生合成の段階で関与している酵素を酵
素機能の面から分類すると，①ステロイド骨格の
特定の位置に水酸基を導入するヒドロキシラー
ゼ，②水酸基とケト基の間の酸化還元反応を触媒
するデヒドロゲナーゼ，③ステロイド分子内の
炭素と炭素の間の結合を切断するリアーゼ，④ス
テロイド分子内の二重結合45を44へ移動させ
るイソメラーゼ，⑤分子内の二重結合44に対し
て，2原子の水素を添加するヒドロゲナーゼ等に
分類される．この中でリアーゼ反応やヒドロキシ
ラーゼ反応は，分子状酸素が直接利用される水酸
化反応であり，チトクロームP－450が末端に位置
して還元型補酵素を必要とする電子伝達系の存在
を必要とする．これらの水酸化酵素系は，疎水性
のステロイドが生体内においてホルモン作用を発
現するための構造に変わり，それらがさらに親水
性を増し，体外へ排出されやすい形をとるために
必要であると考えられている．
　著者らは，ステロイドホルモンの生合成に関与
しているチトクロームP－450が触媒する酵素系に
興味を持ち，現在その酵素化学的研究の一端を行
なっているが，過去この分野における諸先輩によ
り蓄積された知見の豊富さと，複雑さには驚かさ
れる．そこでステロイドホルモンの生合成に関与
しているチトクロームP－450の水酸化酵素系にっ
いて，著者らの得た知見も含め，報告されている
この分野の知見を整理して紹介してみたいと思
う．内容の理解を容易にするために基礎的な事項
をも加えたため，他の成書と重複する箇所もある
が，学部学生諸君や大学院学生諸氏が興味を引く
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対照となれぽ幸いである．
1．チトクロームP－450と電子伝達系
　まずはじめにチトクロームP－450にっいて説明
しなけれぽならない．P－450とは薬物代謝酵素の
ことと，すぐ結びつけて考えられ易いと思うが，
チトクロームP－450とは，特定の物質に与えられ
た名称ではなく，Omura＆Sato1）により肝ミクロ
ソーム中に還元状態で（ハイドロサルファイトナ
トリウムで還元する）一酸化炭素と結合して
450nmに特異的な吸収を持つヘムタンパク質に
つけられた名称であり，むしろ現象につけられた
名称に端を発する．チトクロームP－450の発見と
薬物代謝およびステロイド生合成との関連は次の
ような歴史的背景から理解できよう．1958年に
Klingenberg2）とGar丘nkel3）はラット，ブタ肝
ミクロソームに一酸化炭素結合性色素の存在を報
告した．1962年になって日本のOmura＆Sato1）
によりその一酸化炭素結合性色素はヘムタンパク
質であり，新しい種類のチトクロームであること
が明らかにされチトクロームP－450と命名され
た．さらに同じ年にHashimoto，θ’σL4）｝ま肝ミ
クロソーム中にヘムタンパクに類似した新しい電
子スピン共鳴シグナルを見い出したが，これもチ
トクロームP－450に由来していることが明らかに
なり5・6），ヘムタンパクとしての性質を一層明らか
にした．
　一方，薬物代謝活性が薬物によって誘導される
ことが種々報告されていたが7－9）1964年Orrenius
＆Ernster1°）は薬物投与により肝ミクロソームの
チトクロームP－450とNADPHチトクローム還
元酵素が選択的に増加することを報告して以来，
薬物代謝とチトクロームP－450の関連が明らかと
なってきた．さらにステロイド水酸化酵素との関
連は，1963年にEstabrook11）が副腎皮質ミクロソ
ームの触媒する21一水酸化反応におけるphoto－
chemical　action　spectrum＊が450　nmに極大を
示すことから，チトクロームP－450の関与を示唆
したことに始まり，次のような結果から明らかと
なった．①副腎皮質ミクロソームが触媒する17α一
ヒドロキシプロゲステロンの21一水酸化反応やミ
トコンドリアが触媒するコレステロールの側鎖
切断反応は一酸化炭素により阻害されるが，その
阻害は光照射によって回復すること1’・12），②副腎
ミクロソームに，ステロイド2仁水酸化酵素の基
質の1つである17α一ヒドロキシプロゲステロン
を加えると基質差スペクトルが得られる13）．前者
はヘムタンパク質一般に知られていることである
が，ヘムタンパク質と一酸化炭素の結合は光照射
ではずれることに基づき，後者はチトクロームP－
450と基質が複合体を作ることにより，補欠分子
族としてのプロトヘムのヘム鉄のスピン状態に影
響を及ぼしたことに基づくのである．
　チトクロームP－450は，現在では図1に示した
ようなプロトヘムを補欠分子族として，還元状態
　　　9H・
　　　l　　　　　l
　　　CH2　　　CH2　　　1　　　　　1　　　COOH　　　COOH
図1．プロトヘムの構造
で一酸化炭素と結合して450nmに極大吸収を示
す1原子酸素添加酵素M）を総称するものである．
NADPH（又はNADH）と酸素の存在のもとに表
1に示したように薬物，毒物，脂肪酸の代謝，こ
こにとりあげたステロイドホルモシの生合成や代
謝における水酸化反応を触媒する．図2にフエノ
＊一酸化炭素による酵素活性の阻害の光照射による回復を光の波長を変えて調べたもの
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表工　生体内における主なチトクロームP－450依存の水酸化反応＊
生理作用
解　毒
胆汁酸合成と代謝
脂肪酸酸化
副腎皮質ホルモンの
合成
男性ホルモンの合成
女性ホルモンの合成
活性型ビタミンD8の
合成
ステロイドホルモン
の代謝
反
? i
薬物，発癌物質，炭化水素等の水酸化
コレステロール7α，12α一位の水酸化
胆汁酸の6β，7α，23，24α
24β，25，26位の水酸化
ω一水酸化
コレステロール側鎖切断
11β，18位の水酸化
17α，21位の水酸化
17α位の水酸化，C－21
ステロイドの側鎖切断
アンドロゲンの19位の水酸化
芳香環化
ビタミンD8の25位の水酸化
25一ヒドロシピタミンD3の1α位の水酸化
エストラジオール，アンドロステンジオ
ン，プレグネノロソ，プロゲステロン，
コルチゾール等の水酸化
臓 器
肝
肝
肝
副腎皮質，胎盤
睾丸，卵巣
副腎皮質
副腎皮質
副腎皮質
睾丸
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???
細胞内局在性
ミクロソーム
ミクロソーム
ミクロソーム
ミトコソドリア
ミトコンドリア
ミクロソーム
ミクロソーム
ミクロソーム
ミクロソーム
ミトコソドリア
ミクロソーム
＊三宅可浩，代謝13，1651（1976）から一部改変して転載
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図2．肝ミクロソームチトクロームP－450の光
　　吸収スペクトラム
　　　A：酸化型，B：還元型，　C：CO一還元型
バルビタールで誘導されたウサギ肝ミクロソーム
から単離されたチトクロームP－45015）の吸収スペ
クトラムを示したが，450nmに吸収極大を持つ
ことが判る．
　チトクロームP－450の関与している水酸化反応
は単一酵素による反応ではなく，チトクロームP－
450を含めた2～3種の膜結合性酵素が関与する
多酵素系からなる．NADPH等の電子供与体から
の電子は電子伝達系を介してチトクロームP－450
に伝えられ，電子受容体であるチトクロームP－
450は酸素添加酵素としてその機能を果す．電子
伝達系は図3に示したようにミトコンドリア型と
ミクロソーム型に分類される．ミトコンドリア型
では，副腎皮質ミトコソドリアに代表されるよう
に，電子供与体であるNADPHからの電子は，
FAD＊＊を補欠分子族として持つフラビン酵素（フ
ェレドキシン還元酵素）および鉄一イナウタンパ
ク質（フェレドキシン）を介してチトクローム
P－450に渡される．一方ミクロソーム型では
NADPHからの電子は補欠分子族にFAD＊と
＊＊Flavin　adenine　dinucleotide
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ミトコンドリア型
Fp1H
Fp1
ISP（Fe2＋）
正SP（Fe3＋）
P45°（Fe2＋）
　　　　　　　　P－450（Fe2＋）－02
呂45・（酬・才・・晒・
　　　　　　　　SH
ミクロソーム型
P45°（酬了ぱ
　　　　　　P－450（Fe2＋）－02
P45・・陸・＋・才・°H＋H・°
　　　　　　SH
図3．　ミトコンドリアおよびミクロソームの電子伝達系
　　Fp1：ミトコンドリァ型フラビン酵素（フェレドキシン還元酵素）
　　ISP：鉄一イオウタンパク質（フェレドキシン）
　　Fp2：ミクロソーム型フラビン酵素〔NADPH一チトクロームc
　　　　　（P－450）還元酵素〕
　　SH：基質　　　　SOH：水酸化生成物
FMN＊を持つフラピン酵素〔NADPH一チトクロ
ー ムc（P－450）還元酵素〕を介して直接チトクロ
ー ムP－450に渡されるが，NADHから，フラビ
ン酵素，チトクロームb5を介して一部電子が渡さ
れるという報告もある’6・17）．この事にっいてはこ
こでは触れないことにする．さらにミクロソーム
型の電子伝達系がミトコンドリアのそれと異なる
のは，ホスファチジルコリンを必要とすることで
ある18－2°）．このようにミトコンドリアとミクロ
ソームでは電子伝達系の構成因子は異なっていて
も，水酸化反応サイクルの機構は類似していると
考えられている．図4に示すのは，現在考えられ
ている副腎皮質ミトコンドリアにおけるステロイ
ド水酸化機構である21）．このチトクロームP－450
が触媒する水酸化反応のストイキオメトリーは次
のように書き表わすことが出来る．
SH十〇2十NADPH十H＋一→SOH十H20十NADP＋
この式でNADPHはこの系の電子供与体であり，
　　　　　　　　　ム㌣
P▼450（Fe3十）一◎言　　　　　　　　　　　　P－450（Fe2＋）
　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ls＼　　ピ4
　　　　　　P－4亨0（Fe2＋）－O・
　　　　　　　　s
図4．副腎皮質ミトコンドリアにおけるステロイ
　　ド水酸化機構21）
　　SH：基質　Fp：アドレノドキシン還元酵素
　　（フェレドキシン還元酵素）
　　Ad－（Fe－S）2：アドレノドキシソ　（フェレド
　　キドシン）
＊Flavill　mononucleotide
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SHは基質分子である．分子状酸素のうち1原子
は基質にとり込まれるが，それと同時に他の1原
子は水に還元される．それゆえ1原子酸素添加酵
素として分類される．また水酸化反応において，基
質一P－450一酸素の三者複合体（oxygenated　form）
も検出されており，22・23）上記の反応サイクル機構
が裏付されている．
II．フラピン酵素と鉄一イオウタンパク質
　ステロイドの生合成に関与しているチトクロー
ムP－450の水酸化酵素系の電子伝達系には，ミト
コンドリア型とミクロソーム型があり，その電子
伝達系においていずれもフラビン酵素を必要とす
るが，特に鉄一イオウタンパク質の存在を必要と
する24）という点で，ミトコンドリアのチトクロー
ムP－450はミクロソームの場合とはまったく異な
っているということを前項で触れたが，この項で
はそれらの電子伝達系の成分をとり上げ，その諸
性質にっいて述べる．
　フェレドキシン　ミトコンドリアのステロイド
水酸化酵素系の電子伝達成分であるフェレドキシ
ンは副腎皮質において，その構造と機能に関して
多数の知見が得られている，副腎皮質のフェレド
キシソはアドレノドキシンと呼ばれ，1965年にウ
シやブタの副腎ミトコンドリアから分離されてい
る25・26）．
　ウシのアドレノドキシンは分子量12，500で1モ
ル当りそれぞれ2原子の鉄とイオウを含むタンパ
ク質であり，そのアミノ酸配列も明らかにされて
いる27）．アミノ酸組成ではグルタミン酸，アスパ
ラギン酸の含有量が多く酸性タンパク質である．
　アドレノドキシンについて特筆すべきことは，
その鉄一イオウ部位の構造と｛生質にあり，その構
　　　　　　　　　　／SCysCys－S＼，．パS＼、
　　　　　　　　　FeFeC，、．S／、・〆＼＄Cys
図5．アドレノドキシソの鉄一イナウ部位
造は図5に示すように鉄原子と無機イオウの錯体
が中心で，これにタンパク質のシステインのイオ
ウが結合しており，さらにペプチド鎖によって
包み込まれた構造をとっていると考えられてい
る28）．アドレノドキシン中の2原子の無機イオウ
は不安定であり，酸性あるいは室温で長時間放置
すると硫化水素を発生する．またこの不安定イオ
ウはメチレンブルー法によって定量することもで
きる29）．アドレノドキシンをトリクロル酢酸で処
理すると，容易にアポアドレノドキシンを得るこ
とが出来るが，ジチオスレイトールの存在下で鉄
イオン，イオウイオンで処理すると，その鉄一イ
オウ部位の特異な構造を再構成することができ，
天然のアドレノドキシンを高収率で得ることが出
来る3°）、
　後述するC2・－22リアーゼ，11β一ヒドロキシラー
ゼはいずれも副腎皮質ミトコンドリアに局在する
チトクロームP－450であるが，いずれもフェレド
キシンを介して電子を渡される．アドレノドキシ
ン1モルは2個のFe9＋を持っているが，このう
ち還元されるのは1個のみで（還元型アドレノド
キシンは3価の鉄と2価の鉄をそれぞれ1個づっ
含んでいる），1回に1個の電子しか授受するこ
とができない．したがってNADPH　1分子が酸化
されると2個の電子が放出されるが，チトクロー
ムP－450への電子伝達は図4に示したように，
P－450一基質複合体が酸素分子と結合する前と後
の2回に分けて，2分子のアドレノドキシンを介
して行なわれていると考えられている2’）．
　アドレノドキシンとミトコンドリア膜との結合
は非常に弱いと考えられ，アドレノドキシンの大
部分はミトコンドリア画分を調製する過程で，上
清の方に抽出される．このことを利用し，ミトコ
ンドリア画分上清より大量に精製する方法があ
り3’），これはチトクロームP－450水酸化酵素系の
3成分を同じ出発原料から精製する方法として非
常にすぐれている．
　最近副腎皮質以外に肝ミトコンドリアや腎ミト
コソドリアからフェレドキシソの精製，単離が報
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告されており，それぞれ，ヘバトレドキシン32），
レノレドキシン33）と命名され，その化学的諸性が
明らかにされた．アドレノドキシンとレノレドキ
シンは免疫化学的に共通な抗原性を持っが，アミ
ノ酸組織において多少相異が認められ，臓器特異
性があるという84）．
7エレドキシン還元酵素　副腎皮質ミトコンドリ
アのフェレドキシン還元酵素はアドレノドキシン
還元酵素と呼ばれ，Suhara，θταL，85）Chu＆Kim
ura36）によりカラムクロマトを利用し，精製，単
離されている．また本酵素がNADPH依存性で
あることから，2’，5’～ADPセファロースを用いた
アフィニティークロマトを利用した方法も報告さ
れている37）．
　アドレノドキシン還元酵素は1分子当り1モル
のFADを有する，分子量54，300のフラビン酵素
である38）．フラビン酵素の機能は電子供与体から
電子を受けとり，これを電子受容体に渡す働きを
するもので，タンパク質部分は電子供与体を酵素
表面に固定し，供与体がその電子をフラビンへ渡
しやすいような立体配位をとると考えられる．補
欠分子族としてのフラビンは1度電子を受けて還
元され，これを電子受容体に渡すのであるから，
酸化還元をたえずくり返しているのである．
　アドレノドキシン還元酵素はNADPHの存在
下でDCPIP＊の還元を触媒することができる．さ
らにアドレノドキシンの存在下，チトクロームc
を還元する．これらは本酵素の活性測定に利用さ
れている．
　アドレノドキシン還元酵素が直接チトクローム
に電子を渡すことはできないので，必ずアドレノ
ドキシンを経由することになる．しかし化学的手
段によって還元したアドレノドキシンを利用する
ことにより，NADPHと還元酵素は存在しなくて
も水酸化反応は進行する39）．
　肝ミトコンドリアのフェレドキシン還元酵素で
あるヘバトレドキシン還元酵素についても報告が
なされている．ヘバトレドキシン還元酵素はアド
レノドキシン還元酵素とは免疫化学的に異なって
いるが，ヘバトレドキシン還元酵素，ヘバトレドキ
シンを含む還元系は副腎のミトコンドリアのチト
クロームP－450に電子を渡すことができるので32）
ミトコンドリア型のフェレドキシン還元酵素，フ
ェレドキシンからなる還元系は臓器特異性は少な
く，非常によく類似していると考えられる．
　NADPH一チトクロームc（P－450）還元酵素
NADPHから電子を受けとりミクロソームのチト
クロームcを還元する酵素であるが，最初はチト
クロームcの還元酵素として明らかにされたもの
である．1950年にHorecker”°）はブタ肝にNADPH
依存性のチトクロームc還元酵素の存在を認め，ト
リプシン消化により抽出されてくる酵素の精製を
報告した．1962年になってWilliams＆Kamin4’）
とPhillips＆Langdon42）によってこのNADPH一
チトクロームc還元酵素がミクロソームに局在す
ることを明らかにするとともに消化酵素であるス
テアプシンやトリプシンを用いて可溶化後，精製
を行ない，FADを有する分子量68，000のタンパク
質であることなどその諸性質を明らかにした．こ
の酵素とミクロソームのチトクロームP－450水酸
化酵素との関連が最初に明らかにされたのは，こ
の酵素の抗体によってミク巨ソームが触媒するア
ニリンの水酸化反応が阻害されたことであり43），
またこの酵素を加えてミクロソームの水酸化系を
再構成することにより，チトクロームP－450の関
与するラウリル酸のω一水酸化を触媒したことで
ある18・19）．再構成系に利用された本酵素は，界面
活性剤であるデオキシコール酸を用いて可溶化し
て精製されたものである．分子量79，000で前述の
酵素消化法により得られたものよりも大きいタソ
パク質であり，補欠分子族としてFADとFMN
（図6参照）を含むフラビン酵素であった44・45）．酵
素消化法によって得られた酵素はチトクロームc
還元能しか無いのに対して，界面活性剤により可
＊2，6－dichlorophenol－indopheno1
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　　　　　　　　　図6．フラピンの構造
Lf：ルミフラビン　Lc：ルミクロム　FR：リボフラビン　FMN：フ
ラピンモノヌクレオチド　FAD：フラビンーアデニンジヌクレオチド
八木國夫，生化学実験講座“ビタミンと補酵素　上”P．120から転載
溶化後，精製されたものはチトクロームc及び
P－450を還元することが明らかにされ，以後この
ものはNADPH一チトクロームc還元酵素の他に
NADPH一チトクロームP－450還元酵素または
NADPH一チトクロームc（P－450）還元酵素と呼
ばれている．
　新しい精製手段として界面活性剤による可溶化
を行なった後，この酵素がNADPHに依存性で
あることから，2’，5’－ADPセファロースあるいは
NADP＋一セファロースを用いたアフィニティーク
ロマトを行なうことにより，高収率で高純度の標
品が得られるようになった45・46）．
　NADPH一チトクロームc（P－450）還元酵素の抗
体により，副腎皮質，睾丸胎盤，腎臓等のステ
ロイド水酸化系が阻害されることから，これらの
ミクロソーム中の本酵素は肝のものとの類似性が
示唆されていた．肝以外の本酵素は腎臓47），肺48），
副腎49・5°），脾臓5Dからの精製が報告されており，
腎臓のNADPH一チトクロームc（P－450）還元酵
素は肝のものと免疫化学的に，類似していること
が明らかにされている47）．
　最近の報告では純化された界面活性剤可溶化
NADPH一チトクロームc（P－450）還元酵素（分子
量77，700）をトリプシン消化すると，分子量6，100
の疎水性ペプチドとFAD，　FMNを有する分子量
71，200のペプチドが得られることを報告してい
る．大きなペプチドは肝ミクロソームよりトリプ
シン消化法によって得られるものと類似してお
り，チトクロームP－450を還元する能力は無い．
疎水性である小さなペプチドはnativeな酵素の
N末端領城であることが明らかにされており，チ
トクロームP－450やミクロソーム膜に結合する部
位であることを示唆している52）．また界面活性剤
で可溶化し，精製する過程で得られるminor成
分はライソゾーマルエンザイムによって一部消化
されたものであることも明らかにされている47）．
　NADPH一チトクロームc還元酵素の持ってい
るフラビンの電子伝達における機能であるが，
FADの部位は電子供与体であるNADPHと親和
性が高いこと，FMNの部位はチトクロームcや
P－450の電子授容体との親和性が高いこと，さら
にFADからFMNへの電子の流入が認められる
ことなどから，NADPHからの電子の流れは
NADPH一予FAD→FMN→チトクロームP－450で
あるという考え方が指示されている53）．
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III．ステロイドホルモン生合成系路
　すべてのステロイドホルモンがコレステロール
を原料として作られることは前にも述べてきた
が，原料としてのコレステロールは酢酸からイソ
プレノイドの重合反応により，メバロン酸，スク
ワレン，ラノステロール等を経由して行なわれる．
コレステロールの段階までは，内分泌臓器に限ら
ずすぺての動物細胞やある種の細菌にいたるまで
同じであるが，コレステロール以降コレステロー
ルの部分分解を行ない，各種のステロイドホルモ
ソを生合成する機能は副腎皮質，睾丸，卵巣，胎
盤等の限られた内分泌器管のみに与えられたこと
なのである．ステロイドの生合成系路は放射性ス
テロイドを用いたトレーサー実験法によりそのほ
ぼ全容が明らかにされつっある．生合成の流れの
概要は図7にそのおおすじを示した．
　酢酸からコレステロールまでの生合成の過程に
はチトクロームP－450の関与する酵素系は無く，
チトクロームP－450の関与する反応はコレステロ
ール以降の生合成である．ステロイド骨格の側鎖
といわれる部分の炭素を切り取っていく3種類の
リアーゼ（C20－22リアー一ゼ，　C、7＿20リアーゼおよび
C’・－1gリアーゼ）はいずれもチトクロームP－450
の関与する酵素系で，ステロイド骨格の炭素数の
減少によりまったく生理作用の異なったステロイ
ドホルモンの出現となるわけである．またステロ
イド骨格に水酸基導入のためのヒドロキシラーゼ
もチトクロームP－450であり，1α，11β，17α，18，
21および25位にそれぞれ水酸化を行なう．ここに
あげたリアーゼ，ハイドロキシラーゼのいずれの
場合にも，ミトコンドリア型とミクロソーム型の
2系統の電子伝達系路があり，その末端酵素であ
るチトクロームP－450は決定的に異なっている．
性ホルモンが作られる場合には最終段階において
17位のケト基が還元される必要があるが，この過
程はチトクロームP－450の関与しない反応であ
る．
IV．末端酵素としてのチトクロームP－450
　この項は図7に示したステロイドホルモンの生
合成経路の概要をもとにして，以下に示す種の系
路に分け話を進める．その中で電子伝達系の末端
酵素として位置するチトクロームP－450について
述べる．
④←②匡亟］　活性型ビタミンD・←?←
男性ホルモン
0218－OH（MT）・・11戸・H・M・・↓・・戸・H・M・）
糖質コルチコイド
卵胞ホルモン
鉱質コルチコイト
　　　　　　　　図7．ステロイドホルモンの生合成系路概要＊
MS：ミクロソーム　MT：ミトコンドリア　OH：ヒドロキシラーゼ，太い矢印で書い
た経路はP－450の関与している水酸化反応，○で囲った数字は化合物の炭素数
＊色田幹雄他，代謝13臨時増刊代謝内分泌，P・983から一部改変して転載
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　1．　コレステロールからC－21ステロイドの生
合成
　コレステロールの側鎖C2。とC22の間の炭素間
結合が切れてC－21ステロイドであるプレグネノ
ロンを生成する反応は，ステロイドホルモソ生合
成の第1段階であり，すべてのステロイドホルモ
ンへの律速段階でもある．コレステロールの側鎖
を切断するチトクロームP－450であることからチ
トクロームP－450、ce＊又はコレステロール側鎖切
断酵素と呼ばれているC2。－22リアーゼである．
　C20－22リアーゼ　この酵素はミトコンドリアに
局在し，ステロイドホルモンを分泌するすべての
内分泌腺に存在する．副腎皮質の電子伝達系の一
部が早くから明らかにされていたこともあいまっ
て，ステロイドホルモン生合成に関与するチトク
ロームP－450の中では最も早くに精製，単離さ
れ，その酵素化学的諸性質が明らかにされてい
る．また最近になってウシ黄体ミトコンドリアか
らもP－450、ccが精製，単離され，ウシ副腎皮質の
P－450、ccの性質と比較検討されている54）．（表H
参照）精製方法の違いにより多少化学的諸性質が
異なっており，分子量やヘム含量に差が認められ
るが，特にヘム含量については高い値でも酵素分
子1モルに0．6モルのヘム，低い値では酵素分子
1モルに0．3モルのヘムを含むことになり，アポ
タンパク質が含有されていることになる．
　ミトコンドリアからこの酵素を可溶化するには
例外なくコール酸ナトリウムが用いられている．
これはミトコンドリアのチトクロームP－450がコ
ール酸に安定であることからうまく応用されたも
のであり，Mitani＆Horie55）によりミトコンドリ
アに対するコール酸ナトリウムの量的関係が検討
されており，高収率で可溶化を行なうことが出来
る．可溶化された酵素を精製する手段として，
Shikita＆Hall56）はDEAEセルロース，ハイド
ロキシアパタイト，Bio　Gelのカラムクロマト，
Takemori，∂αL57）はアニリンセファロース，
Wang＆Kimura58）はアミノオクチルセファロー
スによるハイドロフォービッククロマトを行なっ
て純化に成功している．またTilley，ρオαL59）はプ
表皿　ウシ黄体とウシ副腎皮質ミトコンドリアのP－450sccの比較54）
P－450含量（nmo1／mgタンパク）
ヘム含量（nmo1／mgタンパク）
酵素活性（nmo1／nmol　P－450／min）
分子量（集合体）
　〃　（単体）
S20，ω値
光吸収ピーク（酸化型）
（還元型）
（還元型＋CO）
黄体
15．4
16．3
2．2×105
4．8×104
　5．4
　（364）
　416
　534
　568
　416
　550
　450
　547
副腎皮質ミトコンドリア
Takemori，　Wang＆　　Shikita＆　　　θZ砿　　　　Kimura　　　　HalllT ll・ぽ・・
　12．5
　0．7
2．0×105
4．6×104
　5．7
394
（540）
645
448
550
5．0
4．9
2．0
6．0×104
416
533
566
416
546
448
548
　2．9
　9．5
　1．9
8．5×105
5．3×104
21－22
　（360）
395，412
　520
　565
　414
　550
　447
8．0
8．0
8．5×105
5．2×104
392，410
　540
　570
　415
　548
　448
　545
＊sccとはside　chain　cleavage　of　cholesteτolの意味
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レグネノロンをリガソドとしアフィニティークロ
マトを行なって成功している，精製したP－450、cc
は水溶液中で種々の集合体を作る性質があり，プ
ロトマーがそれぞれ4個，8個そして12個集まっ
たテトラマー，オクタマー，ヘキサデカマーの存
在が報告されており6°），ヘキサデカマーがリアー
ゼ活性を示す真の姿であるらしい61）．
　C2。－22リアーゼの酵素活性はイオン強度の増加
により著しく低下する6°）．またある種の中性界面
活性剤の存在は酵素活性を著しく増加させる点が
注目される62・63）．著者らはTriton　X－100の存在
下で酵素活性が約6倍に増加し，その増加には界
面活性剤の至適濃度が存在することを報告してお
り，この現象はTriton　X－100がP－450sccに結
合することによりP－450、ccに変化が起きたと結論
している63）．
　チトクロームP－450、ccはコレステロールを基質
としてプレグネノロンを生成するわけであるが，
従来から2種類のコレステロールヒドロキシラー
ゼおよびヒドロキシコレステロールリアーゼが遂
行する反応であるという考え方があった．しかし
単離されたP－450、ccの再構成系は20α一ヒドロキ
シコレステロール（20S一ヒドロキシコレステロ
ール）や20α，22一ジヒドロキシコレステロール
（20R，20R一ジヒドロキシコレステロール）も基質
とすることが出来，1種類の酵素が3段階の反応
を行なうのである．図8に示したように，C2。－22
リアーゼ反応はコレステロール，20α一ヒドロキシ
コレステロールおよび20α，22一ジヒドロキシコ
レステロールを基質とした時，それぞれ3，2，1
モルのNADPH，02，　H＋を必要とするストイキオ
メトリーである64）．必然的にヒドロキシコレステ
ロールが反応中間体であると考えることが出来
る．その他にもヒドロキシコレステロールが反応
中間体であるという考え方を支持する報告が以前
からあったが66一の，反応中間体として検出するこ
とが出来ず決定的な証明はされていなかった．最
近になってGC－MS＊のフラグメントイオソ分析
H　　　　　　　　　　　　　　早
’ビ＞Y＋・NADPH＋…＋・H・－Y°＋ぴC－「＋・NAD・＋・H・・
R　　　　　　　　　　　　　　　　　　R
Cholesterol　　　　　　　　　　　　　　　　　Pregnenolone工socaproaldehyde
OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H
’r＞γ・2NAD田＋2－－X°＋・』Y＋・NADP＋・西・
20S－Hydroxycholestero1
HOgH
平＞Y＋NAD・H＋・・＋・・－
　R
20R，22　R－D血ydroxycholestero1
プ＋ユーY十NADP十2H20
図8．　プレグネノロン生成反応のストイキオメトリー64）
＊Gas　chromatography－Mass　spectrometer
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法の進歩により，1～2分間の酵素反応における
微量の各種ヒドロキシコレステロールが反応中間
体として検出された68・69）．さらにMorisaki，θ’
砿69）はヒドロキシコレステロールの各種異性体
を，純化されたP－450，c，の基質として用いてお
り，ヒドロキシコレステロールがプレグネノロン
に変換される速度を比較検討している．さらに
GC－MSを用いて検出された反応中間体としての
ヒドロキシコレステロールの種類から，図9に示
すような3段階の反応からなるC2。－22リアーゼ反
応の系路およびそのメカニズムを提唱してい
る70）．
　C2。．22リアーゼの反応に必要なチトクローム
P－450を含めたアドレノドキシン，アドレノドキ
シン還元酵素の3成分は相互に複合体を作りやす
い性質がある．アドレノドキシンとアドレノドキ
シン還元酵素は低いイオン強度の溶液中では相互
作用があり71・72），複合体も作る．またアドレノド
キシンとP－450、c，も複合体を作ることが知られて
おり73），Kido，∂α乙74・75）の詳細な報告によると，
それらは1対1のモル比で複合体をつくるが，こ
のイオン的な結合には基質であるコレステロール
とリン脂質の存在が必要であり，複合体形成は温
度に依存することを明らかにしている．ここで不
可欠な存在として用いられているリソ脂質の効果
は適当な中性界面剤で置きかえることができる．
NADPHからP－450、，。までの電子伝達の反応速
度論的な解析は，最近になってLambeth，θ’αL
により報告がなされている72・76・77）．
2．　C－21ステロイドから男性ホルモン（C－19ス
テロイド）の生合成
　男性ホルモンは主に睾丸で生合成されており，
特にテストステロンは睾丸における内分泌機能の
主体である．睾丸には精子形成に関与している精
細管があり，さらに精細管の間を埋めるようにし
て間質細胞（Leydig’s　cells）が存在し，男性ホル
モンの生合成はこの間質細胞で行なわれている．
間質細胞のミクロソームにはプレグネノロソから
テストステロン生合成に関与している酵素系が存
在しており，それは滑面ミクロソームに局在して
いることが明らかにされている78）．
R ・　＼　　　　 　　　　　、
加S’Hyd…，・』・1・・‘銅l　H－09H
　　　　　　　　　　　紺
゜肝　　、／灘蕊・・輌
2R－HydrOX，CMe■tero1
　　　　　YO
1・oc・pr“1dehyde
hydr畠‘e
。㌔鵬
図9．C20－22リアーゼ反応系路および反応メカニズム
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　図10に男性ホルモン生合成に関与する酵素と生
成系路を示した．プレグネノロンは前述したよう
に，P－4508ccによりコレステロールから生合成さ
れるわけであるが，男性ホルモン生合成の次の過
程として45－3β一ヒドロキシステロイドデヒドロ
ゲナーゼと45－3一オキソステロイドイソメラーゼ
の働きで3位がケト基になり，分子内の二重結合
が46から44へ移動したプロゲステロンになる
（45－3β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ
とオキソステロイドイソメラーゼはミクロソーム
に局在するが，チトクロームP－450の関与する酵
素ではない）．プロゲステロンは17位に水酸化を
うけ，17位と20位が切断されてアンドロステンジ
オンとなり，続いて17仕ヒドロキシステロイド
H Cholestero1
0PrOgeSterOne
上。⑯
　ロ　　ロ　　ヒ↓17°H；H
3βHSDH←一
　Iso　　　3βHSDH
←一　一0
17αHydroxyprogesterelle
O
yase
Androstendione←
17βHSDH
　　　OH
　Iso　　3βHSDH
←一　　く…一一一一
HO
HO
H
↓G穿
Pregnenolone
↓17α麗
17αHydroxypregne皿010ne
↓舳㍗
Dehydτoepiandrosterone
OTestosterone
　　図10．男性ホルモン生合成に関与する水酸化酵素と生合成系路
　　　　3βHSDH：△5－3β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ
　　　　Iso：△5－3一オキソスチロイドイソメラーゼ
　　　　17αOHase：17α一ヒドロキシラーゼ
　　　　17βHSDH：17β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ
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デヒドロゲナーゼによりテストステロンとなる，
このようにプロゲステロンを経由してテストステ
ロンが生合成される経路は44一経路と呼ばれる．
一方プレグネノロンからデヒドロエピアンドロス
テロソ（DHEA）を経由してテストステロソが生
合成される経路も存在しており，45一経路と呼ば
れている．ラツト，マウスの睾丸では，テストス
テロンが44一経路を経て生合成されるが，ヒト，
サルの睾丸では45一経路が優位でしかも44一経路
と共存しているという79）．
　一方副腎においても後で述べるように，コルチ
ゾールが生合成されるときには17α一ヒドロキシ
プロゲステロソを経由することから，17α一ヒドロ
キシラーゼが存在すること，また血中に多量に分
泌されているDHEAが副腎由来であることから
C・7－2・リアーゼの存在も明らかにされている現状
である．ここではチトクロームP－450が触媒する
と考えられている17α一ヒドロキシラーゼとC17．20
リアーゼについて一括して述べることにする．
　17α一ヒドロキシラーゼおよびC17．2。リアーゼ
睾丸ミクロソームの17α一ヒドロキシラーゼと
C17－2。リァーゼはNADPHと分子状酸素を必要
とすること66），一酸化炭素により阻害されるこ
と80－82），SKF－525　A＊，アンフェノンB＊＊やメチ
ラポン＊＊＊によって阻害されることから8晒）チト
クロームP－450の関与する酵素系であると考えら
れた．これらの酵素基質であるプロゲステロンや
17α一ヒドロキシプロゲステロンはミクロソー
ムのチトクロームP－450と結合してType　Iの基
質差スペクトルを与えること85），肝ミクロソーム
のNADPHチトクロームc（P－450）還元酵素に
対する抗体がCエ7．2。リアーゼ反応を阻害するこ
と86）などもそれぞれ明らかにされている．下垂体
摘出により睾丸ミクロソーム中のチトクローム
P－450の含量が低下し，それにともなって17α一
ヒドロキシラーゼ，C、？－2。リアーゼ活性が減少す
る87）．また基質であるプロゲステロン等の投与に
よりP－450の含量の変化はおこらないがHCGや
LH等のゴナドトロピン，タンパク性ホルモンの
セカンド・メッセンジャーと考えられている
Cyclic　AMPの投与によってチトクロームP－450
の含量が増加する88・89）．ミクロソーム中の17α一
ヒドロキシラーゼやC1？－2。リアーゼ活性がサイト
ゾールの添加により上昇することが認められてい
るが78），サイトゾール中のこの因子はゴナドトロ
ピンの前処置により増加することも明らかにされ
ており，ホルモン依存性であることが報告されて
いる9°）．睾丸ミクロソーム中のチトクロームP－
450含量の変動に伴う17α一ヒドロキシラーゼ，
C・7．20リアーゼの両酵素活性の変動は常にパラレ
ルであることから，チトクロームP－450の関与す
る男性ホルモンの生合成系は1種類のチトクロー
ムP－450が，二つの酵素活性を持つ可能性が示唆
された．Mahajan＆Samuelsg1）はプロゲステロ
ンが17α一ヒドロキシプロゲステロソを基質とす
るC17－2。リアーゼ反応を競合的に阻害することを
報告し，プロゲステロンからアンドロステロンの
生成反応において，17一ヒドロキシプロゲステロ
ソは酵素に結合したままの反応中間体であること
を示唆した．17α一ヒドロキシプロゲステロンが
反応中間体であるということに関しては，放射性
ステロイドを基質として用い，睾丸ミクロソーム
でテストステロンが生合成される時に，中間体と
して経時的に観察されることから証明がなされて
いる92）．NADPH存在下で睾丸ミクロソームとプ
ロゲステロンをインキュベートした時，17α一ヒド
ロキシプロゲステロンとアソドロステンジオンが
生合成され，ヒドロキシプロゲステロンの17位の
水酸基に取り込まれる酸素原子やアンドロステン
ジオンの17位のケト基の酸素原子は，同位体であ
る1802を用いた実験により，分子状酸素から由
来していることが報告されている98）．また睾丸ミ
　＊2－diethylami且oethyl－2，2－diphenylvalerate　hydrochloride
＊＊　3，3－bis（p－alninopheny1）－2－butanone　dihydrochloride
＊＊＊2－methyL1，2－di－3－pyridyl－1－propanone
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クロソームはNADPHの存在下で，20一デオキシ
ーC2‘一ステロイドである45一プレグネンー3β一オー
ルを基質としてテストステロンが生成されたとい
う報告もあり94），C2「ステロイドの側鎖切断には
20位のケト基や17α位の水酸基は必ずしも必要
ではないことを示唆している．
　1種類のチトクロームP－450が二つの酵素活性
を持つのか，異なる二つの酵素が存在するのかに
関しては多くの議論がある．Betz，θ’αL82）はラッ
ト睾丸ミクロソームを酵素として使用し，17α一ヒ
ドロキシラーゼ，C17－2。リアーゼ活性にっいて，
一酸化炭素や各種阻害剤による活性阻害を検討し
た結果，Ki値が異なることなどから，ヒドロキ
シラーゼとリアーゼは異なるチトクロームP－450
であると報告している．1種類の酵素が二つの酵
素活性を持つ，すなわち二つの経路を触媒するの
か，各々別の酵素が存在するのかについては，酵
素を純化して，その酵素化学的な性質を調べるの
が一番近道であるように思われるが，睾丸ミクロ
ソーム中のチトクロームP－450の含量は低く，肝
臓の1／100程度であること95），間質細胞の他に精
細管等の造精細胞が存在していることなどから精
製，純化は困難なように思われた．
　著者の一人である中陳は昨年度カリフォルニァ
大学（UCI）医学部，生理学講座のP．　F．　Ha11教
授＊のもとに留学する機会を得て，睾丸ミクロソ
ームのチトクロームP－450と取り組むことになっ
た．睾丸ミクロソームのヒドロキシラーゼとリア
ー ゼに関するチトクロームP－450の異同について
検討するためである．まず放射性ステロイドを用
いて，17α一ヒドロキシラーゼとC、7＿20リアーゼ
活性を指標に酵素を精製することにした．精製す
るための出発原料として造精細胞がまだ未発達で
あり，比較的チトクロームP－450の含量が高い生
後3日前後のブタ睾丸を用いることになった．余
談になるが，食肉用の為にブタの雄はおとなし
く，丸々と肥るように，生後3日前後に去勢され，
雌といっしょに飼育されるのだそうで，早朝に摘
出された睾丸は，氷冷下ただちに空輸され，午後
には手もとに届くのである．両活性を指標に各種
クロマトを用い精製を行なったが，両酵素活性は
最後まで分離されることはなかった．電気泳動的
また免疫化学的にもほとんど純化されたと思われ
る精製最終標品にも17α一ヒドロキシラーゼおよ
びC・7－2・リアーゼの両酵素活性が存在するのであ
る96・97）．最終標品は一酸化炭素一還元スペクトラ
ムにおいて448nmに極大吸収を示し，チトクロ
ームP－450であることも明らかにした97）．またこ
のチトクロームP－450はラット，ブタの肝ミクロ
ソームのNADPHチトクロームc（P－450）還元
酵素を経由して電子伝達を行ない，水酸化酵素と
しての働きをするのである97）、
　次に純化された両酵素活性を持つチトクローム
P－450を用い種々の検討を行なった．一酸化炭素
や各種阻害剤さらに本酵素の抗体に対する両酵素
活性の阻害，ならびに至適温度，至適pHの検討
を行なった結果，両酵素活性はたえずパラレルで
あった98）．さらにphotochemical　action　spectrum
にみられる両酵素活性の回復99）などから，1種類
のチトクロームP－450が二つの酵素活性，すなわ
ち17α一ヒドロキシラーゼおよびCl7＿20リアーゼ
活性を持っとしか考えられないのである99）．むし
ろ17位と20位の炭素間結合を切断（21一ステロイ
ド側鎖切断）するために，17位が水酸化されると
いう方が正しいかもしれない．さらに興味深いこ
とにば，プロゲステロンのみを基質とするのでは
なく，図10に示したような45－3β一ヒドロキシス
テロイドであるプレグネノロンも基質とすること
ができ，それぞれ17α一ヒドロキシ体を経由して
アンドロステンジオン，DHEAを生合成するの
である1°°）．この結果は4し経路も45一経路も同一
酵素により触媒されるが，その優位性は45－3β一
ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼが握って
いることにもなりえる．この酵素の精製に関する
＊この分野におけるHall教授の業績は高く評価されており，親日家でもある彼は日本にも沢山の友人を持っておら
　れた．聞きしにまさるその精力的な仕事ぶりには驚かされた．
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他の知見は，ごく最近Betz，∂αL1°1）により，ラ
ット睾丸ミクロソームよりC17．2。リアーゼ活性を
有するチトクロームP－450の精製について報告が
なされ，その再構成系についても触れているが，
チトクロームP－450の比含量，純度ともに低いも
ので，このP－450がリアーゼ活性のみを有するの
かそれとも両酵素活性を有するかについては明ら
かにされていない．
　3．　男性ホルモンから卵胞ホルモン（C－18ステ
ロイド）の生合成
　卵胞ホルモンの生合成はアンドロステンジオ
ン，テストステロンのようなC－19ステロイドの
A，B環の間の19位のメチル基がとれ，　A環の芳
香化する過程が必要である．実際にアンドロステ
ンジオソやテストステロンを卵巣又は胎盤組織と
インキュベートすると，エストロンやエストラジ
ナールを生成することが証明されている1°2・1°3）．
Ryanlo3）は胎盤iのミクロソームにはアンドロステ
ンジオンからエストロンを生合成する酵素系が存
在することを報告している．この反応を触媒する
酵素系はC1。一、gリアーゼ又は芳香化酵素（アロマ
ターゼ）と呼ぼれている．
　C1。－1gリアーゼ　この反応系はNADPHと分子
状酸素を必要とすること1°3），胎盤ミクロソームに
おいて基質であるアンドロステンジオンがType　I
の基質差スペクトルを与えること1°4・1°5），SKF一
525Aやアミノグルテチミド等の阻害剤により芳
香化反応が阻害されること1°5），および肝ミクロ
ソームのNADPHチトクロームc（P－450）還元
酵素に対する抗体が，胎盤ミクロソームにおける
アンドロステンジオンの芳香化反応を阻害するこ
と等からチトクロームP－450の関与が示唆されて
いた．
　この酵素は図11に示すように酵素機能の面から
見ると3段階の反応からなり，19位の水酸化と10
位と19位の炭素間結合の切断という2種類の酵素
であり，一つの酵素が3段階の反応を一貫して触
媒するという考え方が有力である1°7・1°8）．反応中
間体にっいては種々異論があるが，19一ヒドロキシ
アンドロステンジオンがこの反応の中間体として
生成することに関しては多くの報告がある1°9・11°）．
19一オキソアンドロステンジオンがエストロンに
変換されるという報告も多く1°9・1U，113），この反応
系の中間体として考えられた．Thompson，∂砿
は図11に示したように①の経路を提唱し113），この
反応はチトクロームP－450により触媒されること
を明らかにした105）．しかし現在では，19一オキソ
アンドロステンジオンが19一ジヒドロアンドロス
テンジオンが生成される段階で，非酵素反応的に
脱水されて生ずる二次的反応物であって真の中間
体ではないとされており114・ll5），　Osawa＆Higa－
shiyama116）により19一ジヒドロキシ体を経由する
図11の②の経路が支持されている．彼らの報告に
CH3
O
　
Androstendione19－Hydroxyandrostendion
　　　　　HO　　　O
　　19－Dihydroxyandrostendion
図11．胎盤ミクロソームによるエストロゲンの芳香化反応の3段階機構113・116）
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よると19位のメチル基はアンドロステンジオンの
立体配位からβ位につき出るような型をしてお
り，三つの水酸基は立体化学的にも等価である．
そのうち一つが水酸化をうけ19一ヒドロキシアソ
ドロステンジオンになると，立体障害のため19位
の水酸基がCloとClgを軸として回転し，　A環の
上に位置するようになる．次に第2番目の水酸化
が19－pro－Rと19－pro－Sのいずれかの水素に対
する置換反応として生ずるわけであるが，これは
19－pro－Rの水素原子に対して生ずることが明ら
かにされている116）．（図12参照）
0
HR’
H　　　Hs
図12．19一ヒドロキシアンドロステンジ
　　オンの19位の水素原子のプロカイ
　　　ラリティー
　　　（ClgからCloを垂直方向から眺め
　　たもの）
　アロマターゼの精製に関しては最近になってヒ
ト胎盤を原料としてOsawa，θ7αLの数多くの興
味深い報告がある116－119）．それによると可溶化ミ
クロソームから基質特異性を有する分子量200万
の2種類のアロマターゼ（アロマターゼ1および
H）がまず分離される．アロマターゼ1はテスト
ステロン，16α一ヒドロキシテストステロンを基
質としてエストラジオールやエストリオールを生
成するが，アロマターゼ皿はアンドロステンジ
オンを基質としてエストロンを生成する．その
各々のアロマターゼは界面活性剤の存在下で分子
量135，000の複合体となり，この複合体は分子量
52，000のチトクロームP－450と，83，000のチトク
ロームc（P－450）還元酵素とリン脂質から成るこ
とを報告している．しかしいずれのP－450もヘム
含量として1－2nmollmg　Proteinであり，まだ
完全に純化されていないものと思われる．
　4．C－21ステロイドから副腎皮質ホルモンの
生合成
　副腎皮質ホルモンの生合成は図13に示したよう
にプレグネノロンからプロゲステロン及び17α一
ヒドロキシプロゲステロンを経由して行なわれ
る．まず初めにプロゲステロソ，ヒドロキシプロ
ゲステロンの21位に特異的に水酸基を導入するこ
とから始まる．これは21一ヒドロキシラーゼと呼
ぼれ，副腎皮質ミクロソームに特異的に局在する．
続いてミトコンドリアに局在する11β一ヒドロキ
シラーゼにより11β位に水酸基が導入され，プ
ロゲステロンを前駆体としたものはコルチコステ
ロンに，17α一ヒドロキシプロゲスチロンを前駆体
とし’たものはコルチゾールの糖質コルチコイドに
なる．さらにコルチコステロンは18一ヒドロキシ
ラーゼにより18位に水酸化をうけアルドステロン
（鉱質コルチコイド）へと生合成される．
21一ヒドロキシラーゼ1957年Ryan＆Engell2°）
は副腎ミクロソームに局在している21一ヒドロキ
シラーゼはNADPHと分子状酸素が必要なこと，
一酸化炭素による阻害が認められることを明らか
にし，この酵素が一酸化炭素感受性因子であるこ
とを示唆した．その後，日本のOmura，　Satoが加
わったCooper，θZαLの一連の研究により11・’2’－123）
この因子はチトクロームP－450であることが明ら
かにされている歴史的な酵素である．プロゲステ
ロンの21位の水酸化は17α一ヒドロキシプロゲス
テロンにより拮抗的に阻害をうけるが124），プロゲ
ステロンも17α一ヒドロキシプロゲステロンもミ
クロソームのチトクロームP－450と結合して基質
差スペクトルを与える．また両者とも基質となり
それぞれ11一デオキシコルチコステロン，11一デオ
キシコルチゾールを生成する124・125）．　ミクロソー
ムの触媒する21一ヒドロキシラーゼ活性はサイト
ゾールを加えることにより活性化されることが報
告されている126）．その活性化因子の分離精製が
試みられており，それぞれ分子量の大きいもの，小
さいものが存在するようである．Inano，θταム127）
はラット，ブタの副腎ミクロソームの21一ヒドロ
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図13．　コルチコイド生合成に関与する水酸化酵素と生合成系路
　　3βHSDH：△5－3β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ
　　Iso：△5－3一オキソステロイドイソメラーゼ
　　17αOHase：17α一ヒドロキシラーゼ
　　210Hase：21一ヒドロキシラーゼ
　　11βOHase：11β一ヒド戸キシラーゼ
キシラーゼが滑面小胞体に存在し，一酸化炭素に
よる阻害をうけることを報告している，
　本酵素の精製はNarasimhulu128）やMackler，
θrαL129）により試みられたが，いずれも単離され
るにはいたらなかった。最近になってKominami，
θ云αム1ゆによって，可溶化牛副腎ミクロソームか
らアミノナクチルセファロースを用いたハイドロ
フォピッククロマトにより，純度の高い21一ヒド
ロキシラーゼ（P－450。2、）が単離された．彼らの報
告によると，P－450。21のヘム含量は16．1nmo1／mg
proteinの値を示し，分子量約47，000であり，
P－450。。．や後で述べるP－45011βとは免疫化学的
に異なる分子種のチトクロームP－450である．さ
らにまたミクロソームから精製したNADPH一チ
トクロームc（P－450）還元酵素を用い，低濃度の
中性界面活性剤であるエマルゲン913の存在下で
再構成系を組むことに成功している．プロゲステ
ロンも，17α一ヒドロキシプロゲステロンもこの酵
素の基質となり，ヒドロキシプロゲステロンを基
質とした場合，プロゲステロソを基質とした場合
の2倍の反応速度が得られることを報告してい
る．この結果は仇ρ伽でコルチゾールの生合成
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がコルチコステロン生合成よりも優位なのか，あ
るいは再構成系においてヒドロキシプロゲステロ
ンがプロゲステロンよりも極性が高いためにおこ
るものなのか否か興味深い．
　副腎皮質ミクロソームの電子伝達系はアドレノ
ドキシンの抗体でプロゲステロンの21一水酸化が
阻害されないことから即132）フェレドキシンの必
要は無いとされていた．また肝ミクロソームのチ
トクロームc還元酵素に対する抗体で21一水酸化
が阻害されることから，肝と副腎のミクロソーム
型フラビン酵素の類似性が示唆されている132）．
　著者らはステロイド生合成酵素の種特異性を検
討する目的でブタ副腎よりNADPH一チトクロー
ムc還元酵素およびチトクロームP－450，2、の精製
を試み，純化することに成功し，その酵素化学的
諸性質を明らかにした133・13ρ．さらにブタ副腎由
来のチトクロームP－450，2、がブタ肝ミクロソーム
のNADPHチトクロームc還元酵素を介してプ
ロゲステロンおよび17α一ヒドロキシプゲステロ
ンの水酸化を行なうことも明らかにした1㈱．
　11β一ヒドロキシラーゼ　11一デオキシコルチコ
ステロンや11一デオキシコルチゾールのステロイ
ド母核の11β位に水酸基を導入する酵素で（図13
参照），副腎皮質ミトコンドリアに局在し，コル
チコイド生合成過程において最も重要な酵素の一
つである．一酸化炭素による阻害135－137）やphoto－
chemical　action　spectrum136）により，以前から
チトクロームP－450の関与が明らかにされてい
た．
　この酵素は前述のP－450，ccと同様にミトコン
ドリア内膜にうめ込まれているわけであるが，P－
450、ecよりも深くうもれており内膜に強固に結合
していること138），また可溶化を行なうと非常に不
安定であり急速に失活することから，容易には精
製されなかった．1975年にTakemori，θ’αL　139）
はこの酵素の基質である11一デオキシコルチコス
テロンを10μMの濃度でミトコンドリアに加え
ることにより，コール酸ナトリウムを用いて安定
な形で可溶化に成功した．精製手段として硫安分
画やアニリンセファロースを用いたハイドロフォ
ビッククロマトを組合わせ，11β一ヒドロキシラー
ゼを純化することに成功している（P－450、1βと呼
ぼれている）、この酵素は基質と結合していると，
可溶化を行なっても非常に安定だったのである．
1978年になってWatanuki，θ’〃4°）の硫安分画や
DEAEセルロースカラムクロマトを用いた方法も
報告されている．Takemori，∂〃41）の報告によ
るとP－450、1βの最少分子量は43，000～46，000で
あり，前に述べたP－450，c，と比較すると分子量が
やや小さく，疎水性の度合が高いようである．
P－450、ccとP－45011βとは免疫化学的な方法により
両者間の抗原類似性は全く認められていない141）．
Watanuki，θ姥己14°）によると最少分子量は47，500
であるが，水溶液中ではP－450、c。と同様に会合体
として存在しているらしく大きな分子として挙動
している．しかしP－450、cc同様モノマーが酵素活
性を示す最少単位なのか，それとも会合体が酵素
活性を示すサブユニット構造であるのかにっいて
の詳細な報告は無いが，中性界面活性剤の存在下
ではモノマーが酵素活性を示す姿であるという報
告がある142）．
　純化されたP－450、、βに関するSato，∂αL’43）の
詳細な報告によると，同じミトコンドリアのチト
クロームP－450であるがP－450、、βのターソオーバ
ー数はP－450，ccより大きい．純化されたP－45011β
は，11一デオキシコルチコステロン，11一デオキシ
コルチゾールを基質として11β位の水酸化を行
なうが，アンドロステンジオンやテストステロン
のようなC－19ステロイドも基質とするという．
さらに特筆すべきことはP－45011βがデオキシコル
チコステロンを基質とした場合に18位の水酸化も
行なうことであり11β一水酸化活性と18一水酸化活
性の比は6：1である．またアソドロステンジオン
を基質とした場合，19位の水酸化も起こり，11β一
水酸化活性と19一水酸化活性の比は4：1である
という．それぞれの比はメチラポンによる酵素活
性の阻害，一酸化炭素による酵素活性の阻害にお
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いても一定である．純化されている単一な酵素が
このような性質を示すことに関しては今後の解決
を待たねぽならないが，基質として用いているス
テロイドの18位と19位のメチル基は，立体構造上
β位に位置しており11β位の水素とはお互いに
隣接した位置にあるのは興味深い．
　18一ヒドロキシラーゼ　コルチコステロンを基
質として18位に水酸基を導入すると考えられてい
る酵素で，副腎ミトコンドリアに存在するチトク
ロームP－450である144－146）．
　本酵素の本格的な精製はまだ試みられていない
ことから，精製標品が得られておらず，その分
子種は明らかになっていない．しかし前述した
P－450、1βが11β一水酸化活性の他に18一水酸化活性
を有するのは一つの酵素が糖質コルチコイドと鉱
質コルチコイドの生合成に関与していることを推
測させ困惑させられる．
　5．　コレステロールから活性型ビタミンD3の
生合成
　活性型ビタミンD3は血清Ca量調節に重要な
役割をはたしていることはよく知られている．図
14に活性型ビタミンD3の生合成系路を示した．
コレステロールが酸化されて出来た7一デヒドロコ
レステロールが，紫外線により，B環の9位と10
位が開裂して出来たり，また食物から摂取された
ビタミンD3が，まず肝のミクロソームで側鎖の
25位が水酸化をうけ，25一ヒドロキシビタミンD3
（25－OH－D3）となる．25－OH－D3は腎臓のミトコ
ンドリアの1α一ヒドロキシラーゼあるいは24一ヒ
ドロキシラーゼの働きで1α，25一ジヒドロキシビ
タミンD3〔1α，25－（OH）2－D8〕，24　R，25一ジヒドロキ
シビタミンD3〔24　R，25－（OH）2－D3〕，1α，24　R，25一
トリヒドロキシビタミンD3〔1α，24　R，25－（OH）3
－D3〕となる．
OH
CH2
HO　　　　　　　　　　　　　HO／　　　OH
　7－Dehydrocholestero1　　　1α，25－（OH）2－D3
　　　　　↓紫外線　↑・・一
食物→
HO！
　Vitamin　D3
図14、
25－OH－D3
OH
HO”
24R，25－（OH）2－D3
OH
HO”　　　OH
1α，24R，25－（OH）3－D3
活性型ビタミンD生合成に関する水酸化酵素と生合成系路
　250Hase：25一ヒドロキシラーゼ
　240Hase：24一ヒドロキシラーゼ
1αOHase：1α一ヒドロキシラーゼ
OH
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　器ヒドロキシラーゼ　肝におけるビタミンD3
の25位の炭素の水酸化は25一ヒドロキシラーゼに
よって触媒される147－149）．1968年この酵素は肝ミ
クロソームに存在すること15°），そしてビタミン
D8の25一水酸化を触媒するためにNADPHと分
子状酸素が必要であることも明らかにされ，チト
クロームP－450の関与が示唆されていた150・151）．
　最近になってウシ肝ミクロソームより本酵素の
精製に関する報告がなされた152）．それによると
単離された25一ヒドロキシラーゼは分子量47，000
のチトクロームP－450（P－450D25）で，同様にミク
ロソームから精製されたNADPH一チトクローム
c（P－450）還元酵素を用い2成分から成る再構成
系を組むことに成功している．この再成された酵
素系はビタミンD8の他に1α一ヒドロキシビタミ
ンD8も基質となりえる．
　肝ミクロソームのチトクロームP－450であるこ
とから，薬物等により誘導される各種のチトクロ
ー ムP－450との関連についての報告もある．
Sulimovics＆Roginsky153）は25一ヒドロキシラー
ゼ活性がフェノパルビタール投与ラツトにおいて
減少することを報告している．一方Delvin，∂
αL鋤はフェノバルビタール投与ラットの25一ヒド
ロキシラーゼ活性は高濃度の基質を使用した際に
むしろ増加することを報告している．
　1α一ヒドロキシラーゼ　腎ミトコンドリアに存
在し，1α位に特異的に水酸基を導入する酵素で
ある．1970年代に入りこの酵素はNADPHを必
要とすることおよび一酸化炭素によって阻害され
るが，その阻害は光照射により回復すること155），
また1802を用いた実験からこの酵素は分子状の
酸素を必要とし，1α位の水酸基の酸素は気相の
分子状酸素に由来する一原子酸素添加酵素である
ことも明らかにされた166）．さらにこの酵素系は
フラピン酵素，鉄一イオウタンパク質そしてヘム
タンパク質から成ることが報告され157）チトクロ
ームP－450の関与が明らかにされた．
　この酵素系も最近になってウシ腎臓ミトコンド
リアから精製が行なわれ純化された158）．この酵
素はチトクロームP－450D1、と命名され，同じ腎
ミトコンドリアのヘバトドキシン，ヘバトドキシ
ン還元酵素の3成分からなる再構成系も組立てら
れており，25一ヒドロキシピタミンD8の1α一水
酸化のみを特異的に行なう．
　24一ヒドロキシラーゼ　この酵素も腎ミトコン
ドリアに存在し，NADPH，分子状酸素を必要と
するチトクロームP－450の関与する酵素系である
ことが明らかにされているが159・6°），その分子種に
ついてはまだ明らかにされていない．腎ミトコン
ドリアの24一ヒドロキシラーゼや1α一ヒドロキシ
ラーゼはPCB＊により誘導されるという報告もあ
る161）．
　　　　　　　お　わ　り　に
　ステロイドホルモンの生合成，および代謝は，
チトクロームP－450の関与する水酸化酵素系を考
慮しなければ論じられないほど，チトクローム
P－450の存在は不可決である．チトクロームP－
450が発見されてから20年に満たないわけである
が，その間に蓄積された知見は莫大なものである
ように思われる．ここではステロイドの生合成に
限ってチトクロームP－450水酸化酵素系の成分を
中心に述べてきたが，できるだけ多くの知見を網
羅しようとしたため，羅列的になってしまった．
また筆者らの浅学の故に重要な知見を含んだ論文
を見落しているかもしれないが，御容赦願いた
い．
＊polychlorinated　bipheny1
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